Spektrofotometria w swietle widzialnym.

Oznaczenia spektrofotometryczne w zakresie swiatfa widzialnego (VIS) i nadfioletu (UV)
polegaja na pomiarze absorpcji promieniowania elektromagnetycznego.

Zaleznos¢ wielkosci absorpcji  promieniowania monochromatycznej wiazki $wiatta
widzialnego jest charakterystyczna dla substancji posiadajacych wiasciwos¢ rdznej absorpcji
promieniowania o réznych dtugosciach fali. Substancje o takich wiasciwosciach sg barwne.
Zaleznos¢ wielkosci absorpcji promieniowania od dtugosci fali swietlnej nosi nazwg widma
absorpcyjnego. Widma substancji barwnych maja ksztalt charakteryzujacy sig
wystgpowaniem maksimum na krzywej absorpciji.

Rys. 1. Przyktadowe widmo absorpcji substancji barwnej w zakresie VIS.
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W przypadku pomiaréw w zakresie VIS wigzka promieniowania przechodzac przez
barwny roztwér ulega czesciowej absorpcji proporcjonalnej do ilosci czastek substancji
pochfaniajacych promieniowanie i znajdujacych si¢ na drodze przechodzacej wiazki. 1l0s¢
czastek substancji w roztworze jest wprost proporcjonalna do stezenia roztworu — mozna wigc
za pomoca tej metody dokonywa¢ pomiardw stezenia substancji barwnych.

W najprostszym przypadku pomiary fotometryczne moga by¢ wykonywane metoda
wizualng, ktora polega na poréwnaniu intensywnosci zabarwienia badanej probki ze skalag
wzorcOw (szeregiem probek roztworéw badanej substancji o rdznych stezeniach).

Doktadniejsze wyniki mozna uzyska¢ z wykorzystaniem metod instrumentalnych przy
uzyciu prostych urzadzen zwanych kolorymetrami lub fotokolorymetrami (fotometrami,
absorpcjometrami). Urzadzenia te umozliwiaja uzyskanie monochromatycznej wiazki
promieniowania widzialnego przy pomocy filtrow szklanych, co powoduje powstanie wigzKi
0 stosunkowo duzej szerokosci przez co doktadnos¢ pomiardw jest obnizona. W urzadzenia o
wyzszej doktadnosci, spektrofotometrach, monochromatyczna wiazka uzyskiwana jest przy
pomocy pryzmatu lub siatki dyfrakcyjnej.
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Rys. 2. Zasada dziatania spektrofotometru jednowiazkowego.
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Dokonujac odpowiednich przeksztatcen matematycznych dla elementu roztworu o grubosci
dl otrzymujemy zaleznosci wykorzystywane praktycznie przy wykonywaniu oznaczen stezen
roztworéw metoda spektrofotometryczna.
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Wprowadzajac pojecia transmitancji T (T :I—t) i absorbancji A (A=Iog|—°)
0 t
(absorbancja okreslana jest czasami jako ekstynkcja i oznaczana jako E) otrzymujemy
ponizsze zaleznosci:

A=¢ccl logT =-¢c

Przy statej wartosci wspotczynnika absorpcji € i grubosci warstwy roztworu | zaréwno
transmitancja jak i absorbancja zaleza od stezenia substancji. Ze wzgledu na prostolinijny
charakter zaleznosci A=f(c) funkcja ta jest bardziej przydatna do celéw analitycznych.

Technika najczesciej wykorzystywana do spektrofotometrycznego pomiaru stezen jest
metoda krzywej wzorcowej. Polega ona na przygotowaniu skali wzorcéw (kilku probek
oznaczanej substancji o doktadnie znanych stezeniach), wykonaniu pomiaréw absorbancji
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roztworéw wzorcowych, ustaleniu relacji pomiedzy stezeniem oznaczanej substancji a
absorbancja i nastgpnie wykonaniu pomiaréw absorbancji probek o nieznanym stezeniu. Na
podstawie ustalonej, wedtug skali wzorcow, zaleznosci np. c=f(A) dokonuje si¢ przeliczenia
zmierzonej absorbancji na stgzenie oznaczanej substanciji.

Celem éwiczenia jest:
- nabycie umiejetnosci przygotowywania roztworéw wzorcowych
- zapoznanie si¢ z podstawowymi zasadami obstugi spektrofotometru
- wykonywanie oznaczen spektrofotometrycznych substancji barwnych w zakresie
Swiatta widzialnego
- opracowanie wynikow oznaczen

Przed zajeciami laboratoryjnymi nalezy zapozna€ sie z nastepujgcymi
zagadnieniami:

- przeliczanie stezen i rozcienczanie roztworow

- prawo Lamberta-Beera

- widma absorpcji

- absorbancja i transmitancja

- metoda najmniejszych kwadratow

Przebieg €wiczenia:
a) analiza danych wejsciowych
b) ustalenie stezen skali wzorcow i przeliczenia odmierzanych objetosci roztworéw
C) sporzadzenie szeregu r-row wzorcowych (skala wzorcow)
d) zapoznanie si¢ z zasadami obstugi spektrofotometru
e) dobor kuwet pomiarowych
f) pomiary widma absorpcji i okreslenie dtugosci fali swietlnej, dla ktérej wystepuje
maksimum absorpcji
g) dobor diugosci fali swietlnej i sprawdzenie kuwet pomiarowych
h) pomiary spektrofotometryczne roztworéw wzorcowych i analizowanej probki
i) wstepna kontrola uzyskanych wynikow

Ad a):
Grupa otrzymuje probke barwnej substancji o nieznanym stezeniu oraz podstawowy
roztwor wzorcowy tej samej substancji o scisle okreslonym stezeniu. Na podstawie
tych informacji oraz dostepnego w laboratorium szkta nalezy okresli¢ zakres skali
wzorcow i ustali¢ metodyke jej przygotowania.

Ad b):
Nalezy dobra¢ 7 (+ zerowe) roznych stezen we wczesniej przyjetym zakresie skali
wzorcow. Sposob przygotowania skali wzorcOw polega na precyzyjnym rozcienczaniu
r-ru podstawowego do uzyskania zatozonych stezen.
Przy doborze kolejnych stezen nalezy stara¢ si¢ dobiera¢ je tak aby réznice pomigedzy
kolejnymi stezeniami wzrastaty wraz ze wzrostem stezenia np.:

Oci ¢, cC3 Ca Cs Cs Cr
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Opracowujac procedure rozcienczania nalezy pamigta¢ o praktycznych aspektach jej
przygotowania majacych istotny wptyw na doktadnosé¢ pdzniejszych wynikow:

- podczas rozcienczania nalezy unika¢ odmierzania objetosci mniejszych niz
05-1ml

- najwyzsza doktadnos¢ odmierzanych objetosci roztworu podstawowego
uzyskamy korzystajac z pipet jednomiarowych. W miar¢ mozliwosci nalezy
dobierac¢ stezenia skali wzorcow tak aby mozna ja przygotowac wykorzystujac
dostgpne pipety jednomiarowe.

Ad c):
Przygotowanie szeregu roztworéw roboczych, o zazwyczaj niewielkich st¢zeniach, z
roztworu podstawowego, 0 wysokim stezeniu, wymaga wielokrotnego rozcienczenia.
W celu minimalizacji bteddw nalezy:

- jezeli jest to tylko mozliwe odmierza¢ objetosci roztworéw pipetami
jednomiarowymi, dopiero w nastgpnej kolejnosci nalezy stosowacé pipety
wielomiarowe, a w ostatecznosci dzieli¢ odmierzana objetos¢ na porcje

- pipety przeptukiwa¢ odmierzanym roztworem

- kolby przeptukiwaé¢ woda

Ad d):
Po przygotowaniu skali wzorcow prowadzacy zademonstruje sposéb wykonywania
pomiardéw przy uzyciu wybranego spektrofotometru.

Ade):

Do pomiaréw spektrofotometrycznych wykorzystywana jest para kuwet pomiarowych.
Powinny one w jednakowy sposob absorbowa¢ promieniowanie $wietlne.
Podstawowym warunkiem sa wigc jednakowe grubosci warstwy roztworu.
Praktycznie do pomiaréw spektrofotometrycznych wykorzystywane sa kuwety o
dtugosci drogi optycznej 1, 2 lub 5 cm. W obrebie poszczeg6inych typow kuwet moga
one jednak rozni¢ si¢ w niewielkim stopniu. Do pomiaréw nalezy dobra¢ par¢ o
doktadnie tej samej dtugosci drogi optycznej np. dwie kuwetki opisane jako 0,997.

Ad f):
Nalezy wykona¢ pomiary absorbancji wybranego roztworu analizowanej substancji w
celu ustalenia zaleznosci pomiedzy absorbancja a diugoscia fali $swietlnej (widmo
absorpcji). W oparciu o uzyskane wyniki nalezy okresli¢, z doktadnoscia do 1 nm,
dtugos¢ fali swietlnej, przy ktorej wystepuje maksimum absorpcji. Taka dtugos¢ fali
Swietlnej, dla barwnych substancji, odpowiada barwie dopetniajacej substancji.

Ad g):

Po ustaleniu ditugosci fali swietlnej, przy ktorej beda dokonywane pomiary, nalezy
sprawdzi¢ czy obie kuwety charakteryzuja si¢ jednakowym pochtanianiem
promieniowania (zalezy to gtéwnie od stopnia ich zuzycia i czystosci). W tym celu, po
nastawieniu spektrofotometru na dobrang dtugos¢ fali, obie kuwety nalezy napetni¢
woda redestylowana, umiesci¢ je w przystawce pomiarowej spektrofotometru, ustali¢
zerowa warto$¢ absorbancji dla jednej z nich i dokona¢ pomiaru absorbancji dla
drugiej kuwety. Jezeli kuwety sa identyczne to otrzymujemy zerowa wartosc
absorbancji dla obu kuwet. W przypadku roznic nalezy okresli¢ wartos¢ poprawki
korygujace;.
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Ad h):

Nalezy wykona¢ pomiary absorbancji dla szeregu probek skali wzorcodw oraz probki
badanej. Spektrofotometr jednowiazkowy wymaga kontroli i ustalania zerowej
wartosci  absorbancji dla kazdego wykonywanego pomiaru. W przystawce
pomiarowej znajduja si¢ dwie kuwety, z ktorych jedna napetniona jest roztworem dla
ktérego ustalamy zerowag wartos¢ absorbancji (np. wodg redestylowang), a druga
badanym roztworem. Przed kazdym pomiarem na drodze wiazki promieniowania
umieszcza si¢ kuwete odnosna i zeruje spektrofotometr, a nastepnie wykonuje sie
pomiar absorbancji probki badanej. Wykonujac pomiary w kolejnosci od stezenia
najmniejszego do najwi¢ckszego zmniejszymy btad pomiaru.

Ad i):
Bezposrednio po zakonczeniu pomiaréw nalezy upewni¢ si¢ czy uzyskane wyniki nie
zawieraja btedow. Z teoretycznego ksztattu zaleznosci A=f(c) wynika, ze w ukladzie
wspotrzednych A; ¢ uzyskane punkty pomiarowe powinny tworzy¢ linig prosta.

Opracowanie wynikow pomiaréw

Opracowanie wynikéw pomiarow polega na:
- okresleniu sposobu wykonania skali wzorcow (wraz z odpowiednimi przeliczeniami)
- wykresleniu widma absorpcji A=f(4)
- okresleniu dtugosci fali $wietlnej wybranej do wykonania pomiaréw
- wykresleniu zaleznosci c=f(A)
- obliczeniu metoda najmniejszych kwadratdw wspotczynnikdw prostej wzorcowej z
podaniem wartosci wspotczynnika korelacji
- obliczeniu stezenia oznaczanej substancji w badanej probce
- tabelarycznym zestawieniem uzyskanych wartosci mierzonych i wynikéw obliczen
- opracowaniu wnioskow

Przykfad obliczeniowy:
Przygotowanie skali wzorcow:

Podaj procedurg przygotowania fotometrycznej analizy barwnej substancji X

dysponujac nastepujacymi danymi:

e stezenie substancji X w badanej probce zawiera si¢ w granicach 0 - 5 ppm;

e stezenie wzorcowego podstawowego roztworu substancji X wynosi 25 g/dm3;

e roztwory stanowiace skalg wzorcow (7 stezen) nalezy przygotowa¢ w kolbach
miarowych o pojemnosci 0,2 dm3;

Minimalna objetos¢ odmierzanych roztworéw nie powinna by¢ mniejsza niz 1 ml.

Na podstawie informacji dotyczacej spodziewanej zawartosci substancji X w badanej
probce, uwzglgdniajac odpowiedni margines bezpieczenstwa, mozna ustali¢ zakres
stezen jaki powinna pokrywac¢ skala wzorcow. Dla powyzszego przyktadu mozna
przyja¢ zakres skali wzorcow od 0 do np. 8 ppm.

Spektrofotometria w $wietle widzialnym Wydrukowane: 2014-02-27 10:22



Nastepnym krokiem jest rozplanowanie stezen poszczeg6lnych roztworow
stanowiacych skalg wzorcow. Jednym z mozliwych zestawdéw moze by¢ 0; 0,1; 0,4;
0,8;1,5;25;5i8 ppm.

W dalszej kolejnosci nalezy ustali¢ jakie powinno by¢ stezenie roztworu roboczego, z
ktérego mozna bedzie przygotowaé wszystkie roztwory skali wzorcéw. Minimalna
odmierzana obj¢tos¢ nie powinna by¢ mniejsza niz 1 ml, a pojemnos¢ kolb do
przygotowania skali wzorcéow wynosi 200 ml - oznacza to, ze maksymalne
rozcienczenie jakie mozna uzyska¢ z wymagana dokfadnoscia wynosi 200 razy
(odmierzajac 1 ml r-ru roboczego do kolby o pojemnosci 200 ml rozcienczamy go
200x, odmierzenie kazdej wigkszej objgtosci oznacza nizszy stopien rozcienczenia).
Na podstawie tego mozna wywnioskowa¢, ze najwyzsze stezenie roztworu roboczego
moze wynosi¢ 200 x 0,1 ppm = 20 ppm ( z roztworu 0 wyzszym stezeniu nie uda sig,
przy powyzszych zatozeniach, przygotowaé roztworu o stezeniu 0,1 ppm). Z drugiej
strony stezenie roztworu roboczego nie moze by¢ nizsze od najwyzszego stezenia w
skali wzorcow, czyli w naszym przypadku 8 ppm. Z praktycznego punktu widzenia
mozna bra¢ pod uwage dwa stgzenia: 10 lub 20 ppm. Do dalszych obliczen
przyjmijmy, ze roztwor roboczy bedzie miat stezenie 20 ppm.

Ustalajac stezenie roztworu roboczego, stezenia poszczegolnych wzorcow i pojemnosé
kolb mozna obliczy¢ jakie objetosci roztworu o stgzeniu roboczym powinny zostaé
odmierzone do poszczegdlnych kolb, aby po uzupetieniu ich woda do kreski uzyskaé
zatozone wartosci stezen wzorcow. Aby uzyskaé¢ roztwor o stezeniu 0,1 ppm nalezy r-r
roboczy rozcienczy¢ 200x, aby uzyska¢ stezenie 5 ppm roztwor roboczy nalezy
rozcienczy¢ 4-krotnie. Wykonujac 200-krotne rozcienczenie w kolbie o pojemnosci
200 ml nalezy odmierzy¢ do kolby 1/200 (pojemnosci kolby) roztworu
rozcienczanego, przy rozcienczeniu 4-krotnym ¥ pojemnosci kolby. Daje to
odpowiednio 1 i 50 ml. Wykonujac analogicznie pozostate przeliczenia otrzymujemy:

Nr Za%ozo_ne odmierzana objetos¢
kolby stezenie r-ru roboczego

[ppm] [mI]

0 0 0

1 0,1 1

2 0,4 4

3 0,8 8

4 15 15

5 2,5 25

6 5 50

7 8 80

Na tym etapie mozna dokona¢ korekty zatozonych st¢zen. Najdoktadniej odmierzamy
objetosci uzywajac pipet jednomiarowych mozna wiec zamiast 4 i 8 ml przyja¢ 5 i 10
ml. Zmienia to odpowiednio zatozone stezenia na z 0,4 na 0,5 ppm iz 0,8 na 1,0 ppm.

Sumaryczna objgtos¢ r-ru roboczego potrzebna do uzyskania wszystkich roztworéw
skali wzorcow wynosi 186 ml (przy skorygowanych stezeniach). Uwzgle¢dniajac
pojemnos¢ dostgpnych kolb miarowych, rezerwg potrzebna do przeptukiwania pipet i
ewentualnie popetniane bigdy mozna przyja¢ przygotowanie roztworu roboczego w
kolbie o pojemnosci 250 lub 500 ml. Zat6zmy przygotowanie r-ru roboczego w kolbie
miarowej 0 pojemnosci 500 ml.
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Roztwdr roboczy nalezy przygotowaé przez odpowiednie rozcienczenie r-ru
podstawowego. Najwyzszy stopien rozcienczenia jaki mozemy osiagna¢ wynosi 500x
(1 ml do kolby 500 ml). Stezenie r-ru podstawowego wynosi 25 g/l czyli 25 000 ppm
(wymagany stopien rozcienczenia wynosi wiec 25000/20 =1 250). Przy
jednostopniowym rozcienczaniu nie uzyskamy, przy przyjetych ograniczeniach,
stezenia nizszego niz 25 000/500 = 50 ppm. Oznacza to, ze roztwor podstawowy
powinien zosta¢ rozcienczony dwustopniowo np. 50x w pierwszym kroku i 25x w
nastepnym (50 x 25 =1250). Przy przyjeciu takiej procedury po wstepnym
rozcienczeniu r-r bedzie miat stezenie 25 000 ppm/50 = 500 ppm, a po ostatecznym
rozcienczeniu 500 ppm/25 = 20 ppm. Analizujac ,,od konca” oznacza to, ze r-r
roboczy przygotowywany bedzie z r-ru o stezeniu 500 ppm, a ten z kolei z roztworu o
stezeniu 25 000 ppm.

Aby rozcienczy¢ 25-krotnie r-r o stezeniu 500 ppm w kolbie o pojemnosci 500 ml

nalezy odmierzy¢ go 20ml. Uwzgledniajac, jak wyzej aspekty praktyczne,

przyjmijmy, ze przygotujemy 100 ml roztworu o stgzeniu 500 ppm.

100 ml r-ru o stezeniu 500 ppm uzyskamy odmierzajac do kolby o tej pojemnosci 2 ml

r-ru o stezeniu 25 000 ppm (rozcienczenie 50-krotne).

Sumujac wyniki obliczen otrzymujemy praktyczna procedure przygotowania skali

WZOrcow:

- 2 ml roztworu podstawowego (c, = 25g/dm®) odmierzamy do kolby miarowej o
pojemnosci 100 ml, uzupelniamy woda do kreski i dokladnie mieszamy.
Uzyskujemy r-r o stezeniu ¢;;=500 ppm;

- 20 ml tak przygotowanego roztworu odmierzamy do kolby miarowej o pojemnosci
500 ml, uzupetniamy woda do kreski i doktadnie mieszamy. Uzyskujemy r-r o
stezeniu ¢2,=20 ppm;

- do kolejnych kolb, pojemnosci 200 ml, odmierzamy odpowiednio, 0; 1; 5; 10; 15;
25; 50 i 80 ml. Po uzupetnieniu kolb do kreski i wymieszaniu uzyskujemy szereg
roztwordw o zatozonych stezeniach stanowiacych skale wzorcow.

Opracowanie wynikow:

Po wykonaniu pomiaréw absorbancji, dla danych wg powyzszego przykiadu,
otrzymano nastepujace wyniki:

Absorbancja Absorbancja
Kolba : z uwzgl.
zmierzona .
poprawki
0 0,007 0,000
1 0,010 0,003
2 0,016 0,009
3 0,024 0,017
4 0,038 0,031
5 0,058 0,051
6 0,083 0,076
7 0,168 0,161
pr.
badana 0,075 0,068
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Wynik pomiaru absorbancji dla probki zerowej wskazuje, ze zastosowana para kuwet nie
jest identyczna (pomiar ansorbancji probki zerowej zawierajacej tylko wodg
redestylowang, przy ustaleniu zerowej wartosci absorbancji dla wody redestylowanej, nie
daje wartosci zerowej). Uwzglednienie tej rdznicy jako poprawki dla serii pomiarow
wyeliminuje btad spowodowany rdzng przepuszczalnoscia swiatta dobranej pary kuwet.
Po uwzglednieniu poprawki uzyskujemy wartosci zapisane w kolumnie ,,Absorbancja z
uwzgl. poprawki”.

Przedstawiajac graficznie uzyskane wyniki w uktadzie wspotrzednych A;c:

1

\
\\

0 0,05 0,1 0,15 0,2

mozna zauwazy¢, ze punkt o wspotrzednych 0,076; 5 odbiega od prostoliniowej
zaleznosci (zgodnej z teoretyczng) wytyczonej przez reszte pomiardw — do ustalenia
zaleznosci pomiedzy absorbancja a stezeniem zostanie on wyeliminowany.

Po eliminacji wyraznie btednego pomiaru i zastosowaniu metody najmniejszych
kwadratow ustalamy wartosci wspotczynnikow prostej tworzonej przez punkty
pomiarowe w ukfadzie wspbtrzednych A;c. Przedstawione ponizej wyniki uzyskano
korzystajac z programu ,,Excel” i jego standartowych funkcji ,,NACHYLENIE”,
,ODCIETA” i ,,WSP.KORELACIJI".

0

8 y = 49 899x - 0,0389
R =1 /

6 /

4

2

0

1

/

0 0,05 0,1 0,15 0,2
Absorbancja A [4]

Stezenie C [ppm]

Obliczone na tej podstawie stezenie oznaczanej substancji w badanej probce wynosi:

C =49,8993+0,068 —0,03894 = 3,35[ ppm]|
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(doktadne wartosci wspoétczynnikdw obliczane sa podanymi wyzej funkcjami Excela, na
wykresie prezentowane sa ich wartosci przyblizone).

Tabelaryczne zestawienia wartosci obliczanych, mierzonych i wynikdéw

Tab. 1. Dane wejsciowe

Parametr Wartosé Jednostka
Barwa substancji

Stezenie r-ru podstawowego
Orientacyjne stgzenie substancji w badanej
probce

1

2

3

4

Zatozone stezenia skali wzorcow: 5

6

7

8
Pojemnos¢ kolb do przygotowania skali wzorcow

Tab. 2. Dane dotyczace przygotowania skali wzorcow.

Parametr | Wartos¢ | Jednostka
Przygotowanie roztworu (-6w) roboczych

Pojemnos¢ kolby 1

Odmierzona objetos¢ r-ru podstawowego

Pojemnos¢ kolby 2

Odmierzona obj. r-ru roboczego z kolby 1
Skala wzorcow

1
2
3
Odmierzane, do kolejnych kolb, 4
objetosci r-ru roboczego 5
6
7
8
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Wspatczynniki prostej wzorcowej

C=k*xA+m

k =

Wspdtczynnik korelacji prostej
WzOorcowej

R® =

Stezenie oznaczanej substancji w
analizowanej probce

CX:

Notatki wlasne:
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Te kartke po wypetnieniu nalezy zostawi¢ u prowadzqcego

/ Data:

Sktad zespotu:

Przygotowujacy sprawozdanie:

Sprawdzajacy:

o

Pozostali cztonkowie zespotu:

~

/

Tab. 1. Dane wejsciowe

Barwa substancji

Parametr Wartosé Jednostka

Stezenie r-ru podstawowego
Orientacyjne stgzenie substancji w badanej
probce

1

2

3

4

Zatozone stezenia skali wzorcow: 5

6

7

8
Pojemnos¢ kolb do przygotowania skali wzorcow

Tab. 3. Wyniki pomiaréw widma absorpcji

A [nm]

ALl | A[nm] | A1 | A[nm] | A[-1 | A [nm]

Spektrofotometria w $wietle widzialnym Wydrukowane: 2014-02-27
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Tab. 4. Wyniki pomiaréw

Roztwor do zerowania SPeKIrOfOtOMELIU: ........ccc.vcveeviiieiee e

Rdznica (poprawka) absorbancji pomiedzy parg KUWEL: ...

Probka

Absorbancja
z uwzgl.
odczytana noprawki

N OO bW DN

8

Badana

Tab. 2. Dane dotyczace przygotowania skali wzorcow.

Parametr | Wartos¢ | Jednostka
Przygotowanie roztworu (-6w) roboczych
Pojemnos¢ kolby 1
Odmierzona objetos¢ r-ru podstawowego
Pojemnos¢ kolby 2
Odmierzona obj. r-ru roboczego z kolby 1
Skala wzorcow
1
2
3
Odmierzane, do kolejnych kolb, 4
objetosci r-ru roboczego 5
6
7
8
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